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RESUMO
ENUCLEAÇÃO DE OVÓCITOS MAMÍFEROS DESTINADOS À
TRANSFERÊNCIA NUCLEAR
A clonagem por Transferência Nuclear (TN) permite reprogramar células
somáticas de mamíferos. Essa técnica é realizada pela remoção do DNA do
ovócito e posterior introdução, neste mesmo ovócito, de um núcleo de uma
célula doadora. Apesar das diversas aplicações em pesquisas científicas básicas
e na pecuária, a TN permanece laboriosa e pouco eficiente. No processo de
TN, a enucleação é uma etapa crítica e falhas na sua realização tornam inviável
o posterior desenvolvimento embrionário. Em contrapartida, a remoção dos
cromossomos do gameta diminui o volume da célula e reduz sua capacidade
de desenvolvimento. Avanços nesta metodologia podem simplificar o processo
de TN, aumentando a escala de produção de embriões.  Recente pesquisa
mostrou evidências de que a actinomicina D, um antibiótico conhecido como
inibidor de transcrição e replicação de DNA, pode ser uma alternativa para
enucleação convencional. No entanto, novos experimentos são necessários
para comprovação desta hipótese.
Termos para indexação: Ovócito, Enucleação, Transferência Nuclear,
Clonagem.
ABSTRACT
MAMMALIAN OOCYTE ENUCLEATION DESTINED FOR
NUCLEAR TRANSFER
Cloning by Nuclear Transfer allows reprogramming of  somatic cell in
mammals. This technique is accomplished by oocyte’s DNA removal and
posterior introduction in this oocyte  of  a donor cell nucleus. Despite of  its
applications animal husbandry and general scientific research, NT remains
laborious and with low efficiency. According to this technique, enucleation is
a critical step, because failures may lead to impaired further embryonic
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development. However, removal of  the chromosomes reduces cell’s volume
and lowers the developmental capacity of  the oocyte. Methodological advances
in this technique may simplify the process and increase embryo production
derived from NT. Recent research brought evidences that actinomycin D, an
antibiotic known as a transcription and DNA replication inhibitor, may be an
alternative to conventional enucleation. However, future experiments are
necessary to test this hypothesis.
Index terms: oocyte, enucleation, nuclear transfer, cloning.
1. CLONAGEM POR TRANSFERÊNCIA NUCLEAR
A Transferência Nuclear (TN) permite introduzir o núcleo de uma célula no
citoplasma de um ovócito enucleado (Figura 1). Esta introdução proporciona a
reversão dos mecanismos que controlam o fenótipo celular, permitindo gerar células
totipotentes, capazes de recapitular o desenvolvimento in vivo (Hochedlinger &
Jaenisch, 2006; Wilmut et al., 1997). Este processo tem sido denominado de
reprogramação nuclear. O desenvolvimento desta técnica foi motivado para ser testada
a hipótese de que todas as células do organismo apresentam a mesma quantidade de
informação genética (Gurdon & Byrne, 2003). O nascimento de girinos obtidos a
partir de células de blástulas comprovou esta teoria (Briggs & King, 1952).
A técnica de TN tem grande potencial por apresentar duas importantes
propriedades: produzir animais a partir de uma única célula e promover a reversão
global dos mecanismos epigenéticos. A partir destas particularidades, diversos autores
utilizaram a TN, tomando neurônios sensitivos olfatórios para comprovar que a
escolha dos seus receptores é regulada por mecanismos epigenéticos (Eggan et al.,
2004; Li et al., 2004a). Concomitantemente, foi funcionalmente demonstrada a
participação de tais alterações na determinação do melanoma (Hochedlinger et al.,
2004). A contribuição da aneuploidia na especialização dos neurônios pode também
ser avaliada pela TN (Osada & Yagi, 2006). A clonagem tornou–se hoje uma
importante ferramenta para distinguir mecanismos genéticos dos epigenéticos
(Hochedlinger & Jaenisch, 2006) e a sua popularização está estreitamente relacionada
ao aumento de sua eficiência.
Para conservação de recursos genéticos, a replicação de genótipos raros permitiria
aumentar a chance de preservar raças (Wells et al., 1998; Moura et al., 2003) ou
espécies (Loi et al., 2001). Este fato reduziria a perda de alelos, embora haja muita
controvérsia sobre a estratégia, inclusive dentro da comunidade científica (Holt et
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Figura 1. — Transferência Nuclear em bovinos. A) Enucleação: remoção do
DNA materno por micropipeta norteada pela presença do corpúsculo polar
(CP). Identificação do DNA removido pela fluorescência azul causada pelo
corante DNA específico Hoechst 33342 na presença da Ultravioleta (UV).
B) Reconstrução: deposição de uma célula doadora no espaço perivitelino
do ovócito. C) Eletrofusão e ativação: corrente elétrica para união da célula
ao gameta enucleado e estímulo químico para induzir o desenvolvimento
embrionário na ausência de espermatozóide, respectivamernte. D) Cultivo in
vitro por sete dias para obtenção de embriões na fase de blastocisto.
al., 2004). A técnica também possibilita a replicação de genótipos de animais de alto
mérito genético (Westhusin et al., 2001), com maior resistência a doenças (Westhusin
et al., 2001), aumento da disseminação de alelos em diferentes condições de produção,
e da confiabilidade dos testes de progênie (Bousquet & Blondin, 2004). Associada à
transgênese (Kuroiwa et al., 2004; Melo et al., 2005), aumenta a eficiência de produção
deste tipo de animal (Schnieke et al., 1997; Brophy et al., 2003; Kues & Niemann,
2004), permitindo produzir órgãos para xenotransplante (Phelps et al., 2003), animais
mais produtivos (Brophy et al., 2003) e proteínas exógenas de interesse (Schnieke et
al., 1997; Kuroiwa et al., 2002).
2. LIMITAÇÕES DA TN
A clonagem por TN permanece como uma técnica pouco eficiente, que se deve,
principalmente, à incompleta reprogramação nuclear. Este aspecto seria a principal
causa do baixo desenvolvimento in vivo (Jaenisch et al., 2002). Existem vários indícios
desta hipótese, como, por exemplo, a expressão gênica aberrante (Humpherys et al.,
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2002; Moura et al., 2006a, 2006b), alterações epigenéticas (Santos et al.,  2003; Xue et
al., 2002; Wee et al., 2006; Yang et al., 2007) e problemas de placentação (Yang et al.,
2007).
Independentemente desses fatos, parte da baixa eficiência é devida a aspectos
técnicos. A técnica de TN é laboriosa e a micro–manipulação é o principal fator
responsável pela taxa de desenvolvimento in vitro, aferida pela produção de embriões
(Jaenisch et al., 2002). O grande entrave da micro–manipulação é limitar o número
de ovócitos reconstruídos, dificultando à obtenção de material para estudos sobre a
reprogramação nuclear e os embriões transferíveis para produção de clones. O seu
aperfeiçoamento será obtido por meio da redução do tempo requerido e das agressões
as quais as células são submetidas.
A enucleação, ou seja, a remoção do DNA do ovócito é fundamental para garantir
o potencial de desenvolvimento do embrião produzido, pois células tetraplóides são
normalmente eliminadas progressivamente na formação de quimeras (Eakin et al.,
2005). Estas células se concentram em anexos placentários (Nagy et al., 1993), não
havendo relatos replicáveis de nascimento de mamíferos exclusivamente tetraplóides
(Eakin & Behringer, 2003). A enucleação é a etapa da TN mais invasiva e agressiva
aos ovócitos, causando danos aos mesmos, diminuindo seu volume e reduzindo a
qualidade dos embriões (Zakhartchenko et al., 1997; Westhusin et al., 1996). Foi
descrito na literatura que a enucleação remove proteínas importantes do fuso e causa
aneuploidia nos embriões (Simerly et al., 2003). Por isso, muito esforço tem sido
direcionado para seu aperfeiçoamento.
3. HISTÓRICO DA ENUCLEAÇÃO DE OVÓCITOS
O primeiro relato de enucleação de ovócitos foi em anfíbios, na metade do
século XX (Briggs & King, 1952). O método de enucleação foi fundamentado num
relato em bactérias, sendo, até hoje, a base da metodologia utilizada. Por meio do
uso de micro–manipuladores acoplados a um sistema de seringas, foi realizada pelos
referidos autores, a remoção do DNA materno, norteada pela posição do pólo animal
do ovócito. Posteriormente, uma célula de uma blástula era cuidadosamente removida
do embrião doador de núcleos. Este tipo de célula apresentava maior diâmetro do
que a pipeta e, após diversas passagens dentro da mesma, sua membrana era rompida
e seu núcleo isolado. Em seguida, o núcleo era injetado no gameta enucleado. Não
foi empregado nenhum método para confirmação da enucleação. Para estimar o
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sucesso do método, os autores produziram paralelamente embriões androgenéticos,
removendo o pró–núcleo feminino, e obtiveram uma estimativa de 94–99% de
eficiência. Devido à ausência de confirmação da remoção de DNA, esta estratégia
tem sido chamada de enucleação “cega” (Li et al., 2004b).
Em meados da década de 70, foram produzidos os primeiros embriões por TN
em mamíferos (Bromhall, 1975). Aparte dos avanços que permitiram manipular
ovócitos muito menores que os anfíbios, o autor não descreveu um método apropriado
de enucleação. Apesar disso, o autor confirmou a produção de alguns embriões
diplóides, sugerindo uma “enucleação espontânea”. Os embriões se desenvolveram
apenas até a fase de mórula, possivelmente devido à poliploidia. Em 1978, Modlinski
descreveu o desenvolvimento de embriões novamente tetraplóides, após a injeção
de células embrionárias em embriões de camundongos (Modlinski, 1978). Um fato
comum dos relatos foi à baixa eficiência. Com efeito, Bromhall obteve apenas 25%
de sucesso na reconstrução e 3% de clivagem, enquanto que apenas 9% dos zigotos
utilizados por Modlinski sobreviveram à manipulação.
Durante o mesmo período, Hoppe & Illmensee (1977) relataram o nascimento
de camundongos ginogenéticos e androgenéticos. Curiosamente, ao utilizar
citocalasina B para bloquear a divisão mitótica nos embriões onde um pró–núcleo
foi removido, os autores observaram aumento na sobrevivência dos ovócitos. A
citocalasina é um potente inibidor da polimerização dos filamentos de actina e, com
isso, desestabiliza o citoesqueleto da célula. A partir desse relato, o reagente tornou–
se indispensável no processo de enucleação. Em 1981, os referidos autores, relataram
agora o que seria o primeiro experimento em mamíferos, onde os ovócitos foram
devidamente enucleados (Illmensee & Hoppe, 1981). No entanto, os resultados
mostraram–se inconsistentes.
Apesar do esforço desprendido para replicar os dados de Illmensee & Hoppe
(1981), a estratégia de enucleação desenvolvida posteriormente seria utilizada como
referência por muito tempo (McGrath & Solter, 1983; 1984). Neste caso, a enucleação
era realizada pela remoção de um filamento de citoplasma, contendo os dois pró–
núcleos. Em seguida, um blastômero era depositado no espaço perivitelino. Por
meio de um vírus inativado, ocorria à fusão entre a célula embrionária e o ovócito
enucleado. A grande virtude desta metodologia foi evitar ao máximo a remoção de
citoplasma e o rompimento da membrana plasmática do gameta (Solter, 2000).
A ausência de um método para confirmação da enucleação permanecia,
principalmente para animais de produção. Os ovócitos desses animais são escuros,
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pela grande quantidade de lipídeos, aonde a enucleação é realizada, pela remoção do
corpúsculo polar (CP) e parte do citoplasma adjacente. A quantidade de citoplasma
removido é sempre variável, mas com um valor médio de 10–30%. Este parâmetro
é importante, pois o volume final do ovócito é fundamental para sua capacidade de
desenvolvimento. O método de desnudamento deve ser cuidadoso, para ser evitado
o deslocamento do CP em relação à placa metafásica. Este deslocamento pode
aumentar significativamente o volume do ovócito a ser removido (Li et al., 2004b).
O percentual de ovócitos com grande deslocamento do CP em relação à placa pode
chegar a 60% (Mitalipov et al., 1999). Outro fator importante é o período em que o
ovócito é submetido ao procedimento. Apesar do envelhecimento do gameta permitir
aumentar o percentual de ativação partenogenética, nesse momento, observa–se o
deslocamento da placa metafásica (Nour & Takahashi, 1999), resultando em baixas
taxas de enucleação (Prather et al., 1987).
Smith & Wilmut (1989) pioneiramente utilizaram em ovinos a coloração com o
corante DNA específico Hoechst 33342 e exposição à luz ultravioleta (UV) para
confirmação da enucleação. Esta associação tornou os cromossomos fluorescentes,
permitindo sua visualização. A biópsia obtida do ovócito deveria apresentar dois
pontos visíveis contendo DNA: a placa metafásica e o CP. Apesar da importância do
método, a utilização dessa metodologia é cercada de controvérsia. Alguns autores
comprovaram seu efeito nocivo no desenvolvimento embrionário (Smith, 1993;
Dominko et al., 2000). Apesar disso, os nascimentos de animais clonados oriundos
de ovócito expostos à UV demonstram que a prática não inviabiliza o citoplasma da
célula. Mark Westhusin e colaboradores relataram que esse método não reduz as
taxas de nascimento de clones com células embrionárias (Westhusin et al., 1992)..
4. ESTRATÉGIAS ALTERNATIVAS DE ENUCLEAÇÃO
Variações e novas metodologias têm sido desenvolvidas para simplificar a
enucleação de ovócitos e evitar o uso do Hoechst 33342 e UV (Figura 2). Diferentes
fluorocromos foram testados como alternativa, embora apenas a rhodamine tenha
apresentado resultados satisfatórios (Dominko et al., 2000). No entanto, por não ser
capaz de penetrar à membrana do ovócito, esse corante deve ser injetado, aumentando
o tempo requerido para cada ovócito, e necessitando–se perfurar a membrana
plasmática. Outra alternativa é a utilização da microscopia Pol–Scope®, que permite
visualizar a placa metafásica sem coloração, inclusive em ovócitos bovinos (Liu et
al., 2000). No entanto, o alto custo limita à aplicação (Fulka et al., 2004).
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Figura 2. — Métodos alternativos para enucleação de ovócitos. A) Telófase
II: Ovócito pré–ativado apresenta os cromossomos próximos da membrana,
facilitando a sua enucleação e reduzindo o volume de citoplasma removido.
B) Bipartição: O gameta é dividido ao meio e exposto a UV para detecção da
porção de citoplasma enucleado C) A exposição dos cromossomos do ovócito
a UV ou Raio X causa fragmentação e inativação. D) Centrifugação: Ovócitos
sem zona pelúcida são submetidos a ultracentrifugação e os fragmentos de
citoplasma enucleados com diâmetro maior que 50ìm são selecionados.
Bordignon & Smith (1998) demonstraram que os ovócitos pré–ativados em
telófase II (TII) podem ser enucleados com uma redução mínima do citoplasma,
devido à proximidade dos cromossomos à membrana plasmática. A produção de
embriões foi semelhante ao controle, inclusive utilizando–se células somáticas como
doadoras de núcleo (Bordignon et al., 2003). A transição anáfase I – Telófase I (AI–
TI) também pode ser utilizada com sucesso (Lee & Campbell, 2006). Apesar de não
necessitar expor o ovócito a corantes e UV, o método não reduz o trabalho e tempo
despendido ao processo.
A bipartição também permite enuclear ovócitos. Nesta estratégia, os ovócitos
são seccionados ao meio e após a exposição à UV, as porções sem DNA são
selecionadas. Este procedimento foi bastante aplicado durante o período de
experimentos utilizando–se células embrionárias como doadoras (Willadsen, 1986;
Westhusin et al., 1992). Provavelmente esta redução drástica do volume citoplasmático
era compensada pelo volume do blastômero, que recuperava o volume inicial da
célula. Tal alternativa de enucleação permitiu o desenvolvimento da técnica de
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handmade cloning, onde a TN foi realizada sem os equipamentos comumente usados,
no caso, o microscópio invertido com micro–manipuladores acoplados (Vajta et al.,
2001). Na TN com células somáticas, duas porções são fusionadas a uma célula
somática para obtenção de estruturas reconstruídas com volume compatível (Vajta
et al., 2001). Apesar das altas taxas de embriões obtidas, a quantidade inicial de
ovócitos é reduzida pela metade. Além disso, sua aplicação tem sido pouco difundida,
sendo cercada de ceticismo (Fulka et al., 2004).
A exposição à UV por um período curto, mostrou–se capaz de proporcionar
ovócitos bloqueados, incapazes de se desenvolverem (Wagoner et al., 1996). O
procedimento foi inicialmente descrito em anfíbios, fato que facilitou a manipulação,
pois dissolvia uma membrana gelatinosa, comum em óvulos de Xenopus (Gurdon,
2006). No entanto, o método é bastante agressivo e pouco eficiente em mamíferos
(Wagoner et al., 1996; Bordignon & Smith, 1999). Uma alternativa demonstrada
recentemente foi à aplicação da exposição dos ovócitos à radiação X, após a incubação,
com ácido n–2–hidroxietilpiperazina–n–2–atanesulfanico, como método de inativação
do DNA (Kim et al., 2004). Com esta metodologia, foi obtida uma taxa semelhante
de embriões em relação ao controle. Porém, não foi relatado nascimento de animais
a partir da estratégia nem avaliações criteriosas do possível efeito da radiação no
desenvolvimento embrionário.
Uma alternativa seria utilizar centrifugação diferencial. A técnica é muito utilizada
para enuclear células somáticas, permitindo produzir populações bastante puras de
citoplasma. Tatham e colaboradores fizeram o primeiro relato em ovócitos (Tatham
et al., 1995). Apesar de produzir gametas sem núcleo, o processo foi bastante agressivo,
fragmentando os ovócitos e apresentando eficiência relativamente baixa. Além disso,
é necessário remover a zona pelúcida, o que requer um cultivo diferencial, individual
das estruturas (Vajta et al., 2000). Recentemente, um grupo independente tentou
repetir o resultado e, mais uma vez, foram obtidos índices baixos de enucleação
(Savard et al., 2004).
5. MÉTODOS DE ENUCLEAÇÃO QUÍMICA
Os métodos de enucleação química são considerados ideais, pois permitem a
realização sem manipulação dos gametas (Fulka et al., 2004). Com isso, seria possível
a obtenção de uma população inicial grande de ovócitos para reconstrução. Alguns
métodos que foram descritos são apresentados na Figura 3.
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Figura 3. — Enucleação química de ovócitos. A) Etoposídeo: Ovócitos em
vesícula germinativa são cultivados e ativados na sua presença deslocando os
cromossomos para o segundo CP. B) Demecolcina: durante a ativação de
ovócitos em metáfase II induz a retirada do DNA pelo segundo CP. C)
Métodos assistidos de enucleação: A presença de demecolcina, sacarose ou
nocodazole induz a formação de uma protusão na periferia do ovócito
indicando a presença do DNA. D) Actinomicina D: Inibidor irreversível do
DNA que quando usado na maturação dos ovócitos inibe a atividade posterior
dos cromossomos presentes no gameta.
Fulka & Moor (1993) descreveram o primeiro método de enucleação química.
Durante a maturação, os ovócitos foram expostos ao etoposídeo (potente inibidor
das topoisomerases) e ativados na presença da combinação etoposídeo e
ciclohexamida. Essa estratégia permitiu remover o DNA em 96% dos casos, pois
todo o DNA concentrou–se no segundo CP. Apesar disso, o método se mostrou
eficiente apenas para gametas em metáfase I (MI), apresentando resultados
inconsistentes em ovócitos em metáfase II (MII) de camundongos e de bovinos
(Fulka & Moor, 1993; Savard et al., 2004). Existem outras desvantagens: a redução
drástica da concentração intracelular do Fator promotor da metáfase (MPF), baixa
capacidade de desenvolvimento e a possível reversibilidade do processo por meio da
fusão espontânea do CP e do ovócito (Elsheikh et al., 1997; Fulka et al., 2004).
Usando etoposídeo após a ativação com etanol, foi possível produzir um camundongo
clonado a partir de células–tronco embrionárias (Gasparrini et al., 2003).
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Baguisi & Overström (2000) publicaram um novo método de enucleação química.
Neste caso, foi utilizada a demecolcina que é um potente desestabilizador de
microtúbulos, impedindo sua polimerização. Foi demonstrado que embriões
reconstruídos com ovócitos enucleados pela demecolcina foram capazes de se
desenvolverem a termo. Em contrapartida, poucos ovócitos foram devidamente
enucleados e observou–se um efeito bastante significativo da linhagem de
camundongo utilizada (Ibanez et al., 2003). A exposição de ovócitos ovinos à
demecolcina reduziu a taxa de extrusão do primeiro CP e apresentou eficiência
modesta de enucleação (Hou et al., 2006). Ao remover a demecolcina durante as
últimas horas da maturação in vitro, foi possível melhorar a taxa de enucleação e
recuperar o percentual de CP (Hou et al., 2006).
6. MÉTODOS ASSISTIDOS DE ENUCLEAÇÃO
Embora tenha sido avaliada como método para enuclear ovócitos, a demecolcina
tem sido mais comumente usada para potencializar o método por micro–manipulação.
O seu uso causa a formação de uma protusão que contém o DNA na periferia do
ovócito. Esse fato dispensa o uso de corantes e UV. Esse tipo de alternativa tem sido
denominado de método assistido de enucleação. O tratamento dos ovócitos de coelhos
com demecolcina antes ou depois da reconstrução simplificou o procedimento e
não afetou o desenvolvimento embrionário intra e interespecífico (Yin et al., 2002a,
2002b; Jiang et al., 2004). A enucleação assistida após a reconstrução pode ser uma
alternativa para impedir a redução dos níveis citoplasmáticos do MPF (Yin et al.,
2002b). Em bovinos, observou–se que apenas trinta minutos de exposição à
demecolcina foi o suficiente para formação de protusões em 93% dos ovócitos
(Tani et al., 2006). Como fator importante, o tratamento aumentou a concentração
celular de MPF e foi obtido um bezerro após a transferência de apenas quatro
embriões.
Outro método assistido é fundamentado no uso da sacarose. Como a demecolcina,
causa projeção citoplasmática no ovócito. Entre 75–86% dos ovócitos bovinos
apresentaram a protusão e todas continham a placa metafásica (Liu et al., 2002). Seu
uso não afeta a capacidade de desenvolvimento dos ovócitos após a fecundação ou
TN (Wang et al., 2001; Liu et al., 2002). Em suínos foi relatado que ovócitos podem
apresentar mais de uma projeção, dificultando a localização do material genético (Li
et al., 2004b). No entanto, o uso da combinação sacarose e demecolcina aumentou
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significativamente a taxa de enucleação na espécie, havendo relato de nascimentos
(Kawakami et al., 2003).
O nocodazole é uma molécula que permite sincronizar células em metáfase. Sua
utilização em ovócitos de ratos provavelmente foi destinada à inibição da retomada
precoce da meiose (Hayes et al., 2001). Curiosamente, o tratamento dos ovócitos
com nocodazole demonstrou a mesma propriedade da sacarose e demecolcina que
auxilia a enucleação (Hayes et al., 2001; Kawakami et al., 2003).
Uma alternativa promissora e ainda não investigada seria utilizar inibidores
irreversíveis de transcrição ou replicação. Em princípio, a alternativa permitiria
bloquear o DNA do ovócito (enucleação química) sem a necessidade de ativá–lo,
não afetando, conseqüentemente, os níveis citoplasmáticos de MPF. Neste caso o
DNA não seria removido da célula, mas permanecendo inativo dentro do citoplasma.
7. ENUCLEAÇÃO POR ACTINOMICINA D
A actinomicina D também conhecida por actinomicina IV, dactinomicina e
actinomicina C1 é um antibiótico produzido pela bactéria Streptomyces antibioticus
e  reconhecido potente inibidor de transcrição e replicação (Bayona–Bafaluy et al.,
2003). Sua ação é primariamente mediada pela inibição da formação das forquilhas
de transcrição e replicação dependentes das DNA e RNA polimerases,
respectivamente (Sobell, 1985). A molécula liga–se a seqüências que apresentam
guaninas, base pela qual o antibiótico tem alta afinidade. Doses equivalentes de
Desamino–Actinomicina e N–p–Aminofenilaactinomicina, análogos que não se ligam
ao DNA, não inibiram a transcrição (Goldberg et al., 1962). Seqüências que não
possuem guanina também não são afetadas pelo tratamento. A ligação da actinomicina
D ao DNA é independente do estado transcricional da célula. Porém, genes que são
altamente expressos (a exemplo dos responsáveis pela síntese de rRNA), mostraram–
se particularmente susceptíveis à sua exposição (Sobell, 1985).
No primeiro relato de enucleação de células somáticas utilizou–se a actinomicina
D associada à ementina, um inibidor ribossomal (Hikawa & Takenaka, 1996, 1997).
Na ocasião, foi realizado um ensaio para determinação das menores concentrações
de actinomicina D e ementina que, quando associadas, inibissem totalmente o
potencial mitótico das células (Hikawa & Takenaka, 1996). Por meio desta
metodologia foi possível estabelecer linhagens a partir de neurônios, utilizando–se
uma pequena quantidade de células iniciais (Hikawa & Takenaka, 1996).
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Posteriormente, a actinomicina D foi utilizada em estudo de interação núcleo–
citoplasmática, para formar células híbridas, com mitocôndrias de duas origens e
núcleo de apenas uma linhagem celular (Bayona–Bafaluy et al., 2003). Esse estudo
também avaliou diferentes concentrações por diferentes períodos de exposição.
Posteriormente, foi utilizada uma concentração de 0,5 ìg ml–1 por 15 horas. Através
da análise de colônias de células sobreviventes, após o tratamento, foi estimada uma
eficiência de 95%. Os autores concluíram que apenas esse tipo de associação (baixa
concentração de actinomicina D por um longo período) permitiria alta eficiência de
bloqueio associada a uma boa viabilidade citoplasmática (Bayona–Bafaluy et al., 2003).
Curiosamente, a replicação do DNA mitocondrial não foi afetada.
A actinomicina D é utilizada em ovócitos e embriões de diversas espécies como
inibidor de transcrição (Sullivan et al., 2004; Pivko et al., 2002; Pang & Ge, 1999).
Porém, existe grande diversidade de concentrações e períodos de tratamentos descritos
na literatura. Muitos desses relatos não apresentaram dados de controle do tratamento
(Pivko et al., 2002; Sullivan et al., 2004), dificultando a interpretação dos dados e a
confiabilidade do bloqueio. Este fato é agravado pela ação seletiva do inibidor. Por
isso, torna–se necessário estabelecer tratamentos confiáveis, avaliando–se
funcionalmente sua ação, para aplicá–lo na enucleação de ovócitos.
Moura (2007), testou diferentes concentrações de actinomicina D, por dois
períodos distintos, em ovócitos bovinos, durante a maturação in vitro. Curiosamente,
o autor verificou que a actinomicina D afetou a porcentagem de estruturas em MII,
apesar do tratamento ter ocorrido após o período em que as células do cumulus são
fundamentais para maturação nuclear (Tatemoto & Terada, 1995; Kastrop et al.,
1991). O inibidor também alterou a morfologia dos cromossomos, como avaliado
pela citogenética clássica (Figura 4). Células cultivadas com a actinomicina D
freqüentemente apresentam alterações cromossômicas (Jagiello, 1969). Foi sugerido
naquela ocasião que o efeito foi devido à ação da enzima topoisomerase I, que na
presença de actinomicina D aumenta o número de ligações covalentes e clivagens
do DNA, tornando–as irreversíveis (Trask & Muller, 1988). As topoisomerases têm
a função de clivar o DNA para permitir aliviar a tensão conformacional gerada pela
descondensação do DNA. Mais importante, a adição da actinomicina D foi eficiente
em bloquear o desenvolvimento embrionário, após a ativação partenogenética (Moura,
2007).
138
Anais da Academia Pernambucana de Ciência Agronômica, vol. 4, p.126-146, 2007.
ENUCLEAÇÃO DE OVÓCITOS MAMÍFEROS...
Figura 4. — A) Ovócito tratado com 1ìg/ml de actinomicina D por 16
horas com cormossomos normais. B–C) Tratamento com 2,5 ìg/ml de
actinomicina D por 14 horas causando moderada e intensa descondensação
cromossômnica, respectivamente. D) Ovócito tratado com 5,0 ìg/ml de
actinomicina D por 14 horas apresentando severa descondensação e quebras
cromossômicas.
Posteriormente ovócitos tratados com actinomicina D foram utilizados para
TN com célula somática (Moura, 2007). Nessa pesquisa, a obtenção de blastocistos
demonstrou que a introdução de um núcleo recuperava a capacidade de
desenvolvimento do ovócito tratado. A incidência de apoptose nesses embriões foi
avaliada por meio do teste de Terminal deoxynuclotidyl transferase–mediated dUTP
Nick–End Labeling (TUNEL). Apesar de induzir apoptose em células em proliferação
(Fabian et al., 2003; Li et al., 2006), a actinomicina D não afetou o percentual de
células apoptóticas em embriões reconstruídos com ovócitos tratados (Moura, 2007).
Tais resultados sugeriram que a actinomicina D possa se tornar uma alternativa
à enucleação por micro–manipulação. No entanto, uma comparação direta entre as
duas metodologias tornou–se necessária..
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